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VERWENDUNG VON 5' SUBSTITUIERTEN NUKLEOSIDEN ZUR HEMMUNG VON RESISTENZBTI - 
DUNG BEI DER ZnOSTATIKABEHANDLUNG UNO ARZNEIMinEL, ENTHALTEND DIESE 
NUKLEOSIDE ^ " 



Das Auftreten von "ATzneimittel-Resistenz" ist der 
Hauptgrund ffir Fehlschlage in der Krebs-Chemothera- 
pie. T\unoren, welche anfangs empfindlich auf Zytosta- 
tika reagieren, erholen sich sehr haufig nach einer 
gewissen Behandlungszeit und sind dann resistent ge- 
geniiber der Wirkung verschiedenartiger antineoplasti- 
scher Arzneimittel . Obwohl das Problem der "Arznei- 
mittel-Resistenz" schon seit 1948, dem Beginn der 
15 Krebstherapie mit Zytostatika, bekannt ist, wurde bis 

heute kein Weg gefvmden, die Resistenzbildung zu ver- 
hindern. Charakteristisch ftir alle bisher untersuch- 
ten hochresistenten Tunoren und Zellinien ist die . 
Amplifikation (Vervielf achung) einer kleinen Gruppe 
20 von Genen. Als Folge dieser DNA- oder Genamplif ika- 

tion kann eine erhohte Expression dieser Gene nach- 
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gewiesen werden, welche zur Resistenz gegeniiber dem 
Arzneimittel fiihrt^ Als Folge dieser DNA-Amplif ika- 
tion kann eine erhohte Expression verschiedener Gene 
nachgewiesen werden. Schutzproteine, die zur Aus- 
schleusung von Giftstoffen aus der Zelle' dienen, kon- 
nen so vermehrt gebildet werden (P-Glycoprotein) • 
Dieser Effekt vird auch ais "multi-drug^resistance" 
(MDR) bezeichnet. 

Zusatzlich zur MDR korreliert der Amplifikationsgrad 
gewisser Gene, vor allem gewisser Onkogene, xnit dem 
Grad der MalignitMt. So sind die Oberlebenschancen 
bei einer T^plif ikation von ERW2, RASKI, INT3 , HSTl, 
MYC und KSRAM beim Magenkrebs (Hirohasi, S., and 
Sugimura, T. Genetic alterations in human gastric 
cancer. Cancer cells (Cold Spring Habor) , 3:49-52, 
1991) und ERBB2 und MYC beim Ovarkarzinom (Sasano, 
H., Garrett, . C.T. , Wilkinson, D.S., Silverberg, S., 
Comerford, J., and Hyde, J. Protooncogene amplifica- 
tion and tumor ploidy in human ovarian neoplasm. 
Hum. Pathol., 21:382-391,1990) sehr schlecht. Beim 
Brustkrebs korreliert die Amplif ikation von MYC 
(Borg, A., Baldetorp, B., Fern5, H. , Olsson, H., and 
Sigurdsson, H. C-myc amplification is an independent 
prognostic factor in postmenopausal breast cancer. 
Int. J. Cancer, 51:687-691,1992) und Co-Amplif ikation 
von INT2 und HSTl (Borg, A. , Sigurdsson, H. , Clark, 
G..M. , et al., Association of INT2/HST1 coamplifica- 
tion in primary breast cancer with hormone-dependent 
phenotype and poor prognosis. Br. J. Cancer, 63:136- 
142, 1991) mit dem Krankheitsverlauf . Die Amplif ika- 
tion von ERBB2 (Descotes, i., Pavy, J. -J., and Ades- 
si, G.L. Human breast cancer: Correlation study 
between HER-2/neu amplification and prognostic 
factors in an unselected population. Anticancer Res., 
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13:119-124,1993) and EGFR (Klijn, J.G.M, , Berns, 
P. M.J. J., Schmitz, P.I.M., and Foekens, J. A. The 
clinical significance of epidermal growth factor 
receptor (EGF-R) in human breast cancer: a review on 
5 5232 patients. Endocr.Rev., 13:3-17,1992) ist mit 

einem schlechten Krankheitsverlauf verbunden. Beim 
Osophaguskarzinom korreliert die Co-Amplif ikation von 
. HSTl und INT2 mit dem Grad der Metastasierung (Tsuda, 
T., Tahara, E./ Kajiyama, G*, Sakamoto, H. , Terada, 
10 M., and Sugimura, T. High incidence of coamplifica- 

tion of hst-l and int-2 genes in human esophageal 
carcinomas. Cancer Res. 49:5505-5508,1989). 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB durch 
15 chronische Behandlung mit kanzerogenen Zytostatika 

induzierte Genamplif ikation nicht nur zur Resistenz 
gegeniiber dieser Behandlung ftihrt, sondern auch zur 
Oberexpression gewisser Onkogene, welche den Grad der 
Malignitat kontr oilier en. 

20 . 

Es sind eine Reihe von Substanzen beschrieben worden, 
die der erworbenen Arzneimittelresistenz entgegenwir- 
ken. Hierzu gehoren die von Kennedy (Kennedy, A.R. , 
Prevention of Carcinogenesis by Protease Inhibitors, 

25 Cancer Res., 54:1999-2005,1994) beschriebenen Arbei- 

ten tiber die anti-kanzerogenen Wirkungen von Prote- 
ase-Inhibitoren. Diese konnen kanzerogeninduzierte 
Genamplif ikation auf nahezu normale Level herunter- 
drucken. Kennedy beobachtete, daB strahleninduzierte 

30 Genamplif ikation in gleicher Weise unterdriickt wird, 

wie es ihrer Fahigkeit entspricht, strahleninduzierte 
Transformation zu unterdriicken, so daB auf einen 2u- 
sammenhang zwischen beiden Prozessen geschlossen 
wird. Dariiber hinaus wirken Protease-Inhibitoren als 

35 Antagonisten von (co-rekombinogenen) Tumor-Promotoren 
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bei Auslosung von Transformation in vitro. Protease- 
Inhibitoren werden auch als wirkungsvolle Anti-Promo- 
toren in In-vivo-Untersuchungen beschrieben (Troll, 
W. , Klassen, A., and Janoff, A. Tumor igenes is in 
5 mouse skin: inhibition by synthetic inhibitors of 

proteases. Science (Washington DC) 169:1211-1213, 
1970) . 

Aus der Literaturstelle Moscow, I. A., and Covan, K.H. 

10 Multidrug resistance, J.Natl. Cancer Inst. 80: 14-20, 

1988, ist bekannt, dafi Verapamil der MDR entgegen- 
wirkt. Dieser "calcium channel blocker" erhoht die 
Zytotoxizitat durch Erhohung der intrazellularen Ak- 
kumulation von Arzneimitteln. Wahrscheinlich ge- 

15 schieht dies durch eine Wirkung auf das P-Glykopro- 

tein Oder andere Transportproteine . Die Toxizitat 
dieser und Shnlicher Substanzen, wie z.B. Quinidin, 
steht ihrem klinischen Einsatz im Wege. 

20 Ausgehend hiervon, ist es die Aufgabe der vorliegen- 

den Erfindung, eine wirksame Substanz zur Verhinde- 
rung bzv. Reduzierung der Resistenzbildung gegentiber 
der Zytostatikabehandlung anzugeben und ein entspre- 
chendes Arzneimittel vorzuschlagen. 



25 



30 



Die Aufgabe in bezug auf die Substanz wird durch die 
kennzeichnenden Merkmale des Anspruches 1 gelost, in 
bezug auf das Arzneimittel durch die Merkmale des 
Anspruches 9. 



Erf indungsgem&fi wird somit vorgeschlagen, die Resi- 
stenzbildung durch gleichze.^.Lige Gabe von 5' substi- 
tuierten Nukleosiden und einem Zytostatikum zu ver- 
hihdern bzv. zu reduzieren. Es hat sich tiberrascheh- 
35 derweise gezeigt, daB 5' Nukleoside die Entstehung 
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von kanzerogeninduzierten Genamplif ikationen verhin- 
dert Oder ziimindest abschwacht. Dadurch wird die Mog- 
lichkeit eroffnet, durch gleichzeitige Gabe dieser 
Niikleoside mit einem Zytostatikum die Entstehung von 
5 Resistenzen gegeniiber diesem Arzneimittel zu verhin- 

dern und auch denGrad der Malignitat zu beeinflus- 
sen. 

Als Beispiel fiir 5'Nukleoside sind zu nennen: 5-(2- 
10 broinovinyl-2'-deoxyuridin (BVDU) , (E) -5- (2-bromovi- 

nyl) -1-6-D-arabinofuranosyluracil, (E) -5-(2-bromovi- 
nyl-2'-deoxy-4'-thiouridin. Abb. 2: 5- Jodo-2 ' -dexycy- 
tidin, 5-Jodo-2'-deoxyuridin, 2 '-Deoxy-5-trif luorome- 
thyluridin, besonders bevorzugt ist BVDU und (E)-5- 
15 (2-Bromovinyl-)uracyl (BVU) . 

Die Erf indung betrifft weiterhin Arzneimittel zur 
Verhinderung der Res is tenzenbildung gegeniiber Zyto- 
statikabehandlung, die 5' Nukleoside enthalten. Die 

20 5' Nukleoside sind dabei in der Formulierung des Arz- 

neimittels in einer Menge enthalten, aus der eine 
Konzentration von 0,02 fig /ml bis 10 /xg/ml im Blut 
resultiert. In Versuchen konnte gezeigt werden, daB 
der optimale Bereich bei 0,05 iig/ml bis 5 /xg/ml 

25 liegt. 

Die Zytostatika konnen dabei in den Ublichen bisher 
bekannten Mengen in der Formulierung enthalten sein 
(Oshiro, Y., Piper, C.E., Balwierz, P.S., and 

30 Garriot, M.L. (1992) Genotoxic properties of (E)-5- 

(2-bromovinyl)-2'-deoxyuridine (BVDU). Fundamental 
and Applied Toxicology, 18, 491-498). Beispiele fiir 
Zytostatika sind Cyclophosphamid und andere Alkylan- 
tien. Antimetabolite wie Methotrexat, Alkaloide wie 

35 Vinblastin, Antibiotika wie Bleomycin, Cisplatin so- 
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wie andere Stoffe. Weitere Beispiele fur Zytostatika 
sind aus "Rote Liste 1995", Editio Cantor Verlag fur 
Medizin una Natuirwissenschaf ten, Aulendorf /Wiirtt. , 
1995, 2u entnehmen. 

Die Trager-, Zusatz- und Hilfsstoffe entsprechen de- 
nen,. wie sie bisher aus dem Stand der Technik bekannt 
sind. Das Arzneimittel selbst kann dabei in fester 
Oder f liissiger Form oder auch als Spray vorliegen. 
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Die Erf indung wird nachfolgend anhand von Modellver- 
suchen nMher erlSutert. 

A. Modellsubstanzen 



Fur die Untersuchung von Amplif ikationsphanomenen 
dient eine Hamsterzellinie, die ein Virus (Simian Vi- 
rus 40) im Genoa integriert enthalt. Bekannt ist fUr 
diese Zellinie, daB eine Zugabe genotoxischer Sub- 

2Q stanzen, aber auch verschiedener "nichtgenotoxischer" 

Kanzerogene und T\imor-Promotoren zur Amplif ikation 
von SV40-DNA im Hamstergenom filhrt. Die Methode be-^ 
ruht darauf , daB als Sonde dienende markierte SV40- 
DNA mit Hamsterzell-DNA, die SV40-DNA in amplifizier- 

25 ter Kopienzahl enthalt, hybridisiert wird- Die Menge 

gebundener Sonde gibt AufschluB uber den Amplif ika- 
tionsgrad der integriert en Virus -DNA. 

Zur Bestimmung des Amplif ikationsgrades wird gleich- 
30 zeitig mit der SV40-DNA die Albumin-Gen-DNA gemessen. 

Das Albumin-Gen wird namlich im Gegensatz zur SV40- 
DNA in der Zelle nicht amplif iz>.i=rt. Der Wert des 
relativen SV40-DNA-Gehalts ergibt sich demnach aus 
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dem Quotienten des Signals der mit SV40-DNA hybri- 
disierten DNA-Sonde zu dem Signal der mit Albumin-Gen 
hybridisierten DNA-Sonde aus denselben SV4 0-transf or- 
mierten embryonalen C0631-Hamster2ellen. 
5 • • 

Als Modellsubstanzen dienten: 

1. Mutagene und rekombinogene genotoxische Kanzero- 
gene (Positiv-Kontrolle) 

10 Triethylenmelamin (TEM) 

4-Nitrochinolin 1-Oxid {4-NQO) 

2. Nicht-Kanzerogene (Negativ-Kontrolle) , welche 
weder Mutationen noch Rekombinationen induzieren 

15 Aceton 

D imethy 1 f ormamid 

3. Co-rekombinogene Tumor-Prombtoren 

Hezerein 

20 12-0-tetradecanoyl-phorb6l-l3-acetat (TPA) 

Chrysarobin 
Coumarin 

4. Rekombinogene nicht-genotoxische Kanzerogene mit 
25 unbekanntem Wirkmechanismus 

Thioacetamid 
Acetamid 

5* Testosteron nach Metabolisierung durch Rattenle- 
30 bermikrosomen {S9-Mix) sowie ohne S9-Mix 

Testosteron wirkt 
mit S9-Mix anti-*rekombinogen und 
ohne S9-Mix co-rekombinogen 
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Die Wirkung der obengenannten Modellsubstanzen allein 
Oder in Kombination mit einem Kanzerogen vurde in 
Genamplif ikations-system untersucht . 

5 Die Ergebnisse mit den Modellsubstanzen sind in den 

Figuren 1 bis 3 zusammengef aBt. 

Die Nicht-Kanzerogerie Aceton und Dimethylf ormamid 
zeigen keine Wirkung. 

Alle anderen Substanzen, die nicht-genotoxischen Kan- 
zerogene mit unbekanntem Wirkmechanisnus , Thioaceta- 
mid und Acetamid, die genotoxischen Kanzerogene TEM 
und 4-NQO sowie die Tumor-Promotoren Mezerein, 
15 12-0-tetradecanoyl-phorbol-l3-acetat (TPA) , Chrysaro- 

bin und Coumarin, fiir sich allein gegeben, erhohen 
die SV40-Genainplifikation. 

Teststeron erniedrigt mit S9-Mix die ainplif izierende 
20 Wirkung von Methotrexate (MTX) , ohne S9-Mix erhoht es 

die amplif izierende Wirkung von Amino-6-mercaptopurin 
(AMP) . 

Diese Ergebnisse zeigen eine Obereinstimmung zwischen 
25 der Auslosung von Rekoxnbination und SV40-Genainplif i- 

kation. 

B. Heomung k&nzerogeninduzierter Genamplif ikation 
durch (E) -5- (2-Broaovin7l-) -2 '-deosyuridiBe 
30 (BVDU) 

Die Ergebnisse sind in den Figuren 4 bis 7 zusammen- 
gef aBt. 
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BVDU hatte im Versuch mit Hefen (Figur 4) eine anti- 
rekombinogene und co-mutagene Wirkung gezeigt, Diese 
Wirkung war in Gegenwart von Lebermikrosomen (S9-Mix) 
in niedrigeren Konzentrationen sichtbarer als in Ab- 
wesenheit von S9-Mix und auch sehr. viel ausgepr agter . 
Eine Metabolisierung von BVDU verstarkt also den 
antirekombinogenen Effekt. 

BDVU zeigt in klinisch relevanten Dosen eine' Hemmurig" 
AMP-induzierter Genainplifikation. Der Effekt setzt 
bei etwa 0,05 Mg/ml ein und fiihrt dosisabhangig beL 
5 fig/ml zu einer vollstandigen Hemmung der AMP-indu- 
zierten Genainplif ikation (Figur 5) . 

Der unabhangige Wiederho lungs versuch bestatigt das 
Ergebnis (Figur 6) • Dariiber hinaus scheint BVDU al-^ 
lein den spontanen Amplif ikationsgrad leicht zu er- 
niedrigen. 

Zugabe von S9-Mix zeigt ebenfalls eine Erniedrigung 
AMP-induzierter Genainplif ikation. Dieser erfolgt al- 
lerdings in einexn niedrigeren Dosisbereich als in den 
Versuchen ohne S9-Mix. Eine mogliche Metabolisierung 
von BVDU scheint den amplif ikationshemmenden Effekt 
also noch zu verstarken (Figur 7) . Dies wiirde die 
Relevanz der Ergebnisse noch verstarken - 

Zusamnenfassend kann gesagt werden, daB BVDU kanzero- 
geninduzierte Genanplif ikation henmt. Dies eroffnet 
die M5glichkeit, durch gleichzeitige Gabe von BVDU 
mit einem Zytostatikum die Entstehung von Resistenzen 
gegenUber diesem Arzneinittel zu verhindern und die 
Malignitat zu erniedrigeh. 
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C. Verhinderimg der Bildimg von "Multi-Dnig-Resi- 
stance" (HDR) in menschlichen und tieriscben 
Tumorzellen gegeniiber Zytost&tikabeh&ndlung 
durch gleichzeitige Gabe von BVDU 
5 , 

Die menschliche Tumorzellinie K562-WT (Fig. 8) und 
die Tumorzeliinie F46*WT der Maus (Fig. 9) (WT = 
Wildtyp = empf indlich gegeniiber Zytostatikabehandlung 
B= keine Amplif ikatioh des MDR-Gens) vurde iiber mehre- 

10 re Wochen mit stufenweise steigenden Konzentrationen 

von Adriamycin behandelt. Im Laufe der Behandlung 
erwarben die Zellen eine Resistenz gegeniiber dieser 
Behandlung. Wirken gegeniiber nichtresistenten Zellen 
20 ng/ml Adriamycin bei einer Behandlungszeit von 

15 4 Tagen stark toxisch, so sind die Zellen nach Lang- 

zeitbehandlung mit stufenweise steigenden Konzentra- 
tionen gegeniiber 20 ng/ml Adriamycin vollig unem- 
pfindlich geworden (Figuren 8 und 9). Die Resistenz- 
bildung beruht auf der Amplif ikation des MDR-Gens. 

20 Nachgewiesen vird dies mit Hilfe der Norther n-Tech- 

nik, eines Verf ahrens zum Nachweis von RNA-Molekiilen, 
also der Transkription eines Gens, unter Eihsatz des 
HDR-Gens als Sonde (Figur ID) • Resistente Zellen zei- 
gen eine Bande, nichtresistente Zellen (Zustand am 

25 Beginn der Behandlung) zeigen keine Bande. 



In Parallelversuchen wird Adriamycin mit entweder 
0,5 Oder 1 fig/vil BVDU zusammen gegeben (BDVU wirkt in 
menschlichen Tumorzellen erst ab etwa 10 ^g/ml to- 
30 xisch, in Zellen der Maus ab etwa 8 ^g/ml (Figuren 8 

und 9) . BVDU verhindert die Resistenzbildung gegen- 
iiber Adriamycin. Die Tumorzellen bleiben empf indlich 
gegenOber der Zytostatikabehandlung und sterben ab. 
Die Wirkung des BVDU ist so stark, dafi die Behandlung 
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durch Ruhepausen (Wachstum ohne Substanzen) unterbro- 
Chen werden mu6, sich der Versuch also liber 6 bis 8 
Wochen erstreckt. 

5 BVDU + Adiamycin-Behandlung fiihrt zu einer wesentlich 

schwacheren Amplif ikation des MDR-Gens als Adriamy^ 
cin-Behandlung allein (Figur 10). Der Effekt der 
BVDU-Behandlung ist in Wirklichkeit noch sehr viel 
groBer, als die Abschwachung der Bande ausdruckt. Am 
0 Ende der Behandlung bleiben namlich nur Zellen Ubrig, 

die wenigstens eine gewisse Resistenz gegenilber der 
Adriainycin-Behandlung erworben haben. Die infolge der 
BVDU-Behandlung nichtresistent gebliebenen Zellen 
sind bereits vorher abgestorben. Der eigentlich rele- 
5 vante und mit Hilfe der Northern-Technik nicht f aB- 

bare Effekt besteht deshalb im Absterben der nicht- 
resistenten Zellen, welche in den Inaktivierungskur- 
ven (Figuren 8 und 9) gemessen ward. 

3 Da die Resistenzbildung gegenttber Zytostatikabehand- 

lung in menschlichen Tumoren ebenfalls auf der Ampli- 
fikation des MDR-Gens beruht, ist durch die Kombina- 
tion von BVDU mit einem beliebigen Zytostatikum die 
Moglichkeit geboten, die Therapie in niedrigen Dosen 
) und liber langere Zeitraume als bisher durchzuf uhren . 

Im iibrigen ist die Verhinderung der Resistenzbildung 
auch fiir andere Anwendungen von grofier Bedeutung. 

Verhinderung der Bildung von "Multi-Drug-Resi- 
stance" (KDR) in Tumorzellen gegeniiber Zytosta- 
tikabehandlung durch glelchzeitige Gabe von an- 
ti-rekombinogenen 5 ' substituierten Nukleosiden 

In den Figuren 11 und 12 ist zu sehen, daB die anti- 
35 rekombihogene Wirkung nicht nur spezifisch fiir BVDU 
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gilt, sondern eine Eigenschaft aller S'-substituier- 
t:en Nukleoside ist. 

Fig. 11 zeigt dabei die anti-rekombinogenen Effekte 
5 von (E) -5-(2-broinovinyl) -2'-deoxyuridin, {E)-5-(2- 

bromovinyl) -1-6-D-arabinofuranosyl-uracil und (E)-5- 
(2-broiBovinyl) -2 '-deoxy^4 '-thiouridin in Saccharomy- 
ces cerevisiae MPl^ und 

10 Fig. 12 die anti-rekombinogenen Effekte von 5-Jodo- 

2 ' -deoDcycytidin , 5- Jodo-2 ' -deoxyuridin und 2 ' -Deoxy- 
5-trif luorpmethyluridin in Saccharomyces cerevisiae 
MPl. 

15 Die Tumorzellinie F4-6-WT der Maus (WT = Wildtyp = 

empfindlich gegeniiber Zytostatikabehandlung = keine 
Amplifikation des MDR-Gens) wurde liber mehrere Wochen 
mit stufenweise steigenden Konzentrationen von Adria- 
mycin behandelt. Im Laufe der Behandlung erwarben die 

20 Zellen eine Resistenz gegeniiber dieser Behandlung. 

Wirken gegeniiber nich tresis tent en Zellen 20 ng/ml 
Adriamycin bei einer Behandlungszeit von 4 Tagen 
stark toxisch, so sind die Zellen nach Langzeitbe- 
handlxing mit stufenweise steigenden Konzentrationen 

25 gegeniiber 20 ng/nl Adriamycin vqllig unempf indlich 

geworden (Figur 13 und 14) . Die Resistenzbildungbe*- 
ruht auf der Amplifikation des MDR-Gens. Nachgewiesen 
wurde dies mit Hilfe der Northern-Technik, eines Ver- 
fahrens zum Nachweis von RNA^Molekiilen, also der 

30 Transkription eines Gens, unter Einsatz des MDR-Gens 

als Sonde (Figur 15) . Resistente Zellen zeigen eine 
Bahde, nichtresistente Zellen (Zustand am Beginn der 
Behandlung) zeigen keine Bande. Die Level von B-Actin 
nRNA wurden vergleichsweise ebenfalls analysiert. 
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B-Actin wurde als interne Kontrolle fur die RNA-Menge 
benutzt.. 

In Parallelversuchen wurde Adriamycin mit 1 fig/ml je 
5 eines 5'substituierten Nukleosids zusamxnen gegeben. 

Alle sechs 5'-substituierten Nukleoside verhindern 
. die Resistenzbildung gegenfiber Adriamycin. Die Tumor- 
zellen bleibeh empfindlich gegentiber der Zytostatika- 
behandluiig und sterben ab. Die Wirkung der 5'substi- 
10 tuierten Nukleoside war so stark, daB die Behandlung 

durch Riihepausen (Wachstum ohne Substanzen) unterbro- 
Chen verden mufite, sich der Versuch also uber 6 bis 8 
Wochen erstreckte. 

Figur 15 zeigt die Northern Blot Analyse der RNA: 
Expression der MDR-Gene in der Tumorzellinie F4-:6-WT 
der Maus. Die Level von B-Actin mRNA wurden ver- 
gleichsweise ebenfalls analysiert. 6-Actin wurde als 
interne Kontrolle filr die RNA-Menge benutzt. 
pos. Adriamycin-resistente F4-6-WT Zellen 
neg. Adriamycin-empf indliche .F4-6-WT Zellen 

1 1 Mg/»1 (E)-5-(2-bromovinyl)-2'-deoxyuridin + 
Adriamycin 

2 1 Mg/mi (E)-5-(2-bromovinyl-l-B-D-arabinofurano- 
syl-uracil + Adriamycin 

3 1 Mg/Jnl (e)-5-(2-bromovinyl-2'-deoxy-4'-thiouri- 
din + Adriamycin 

4 1 /xg/ml 5-Jodo-2'-deoxycytidin + Adriamycin 

5 1 Mg/ml 5-Jodo-2'-deoxyuridin + Adriamycin 

6 1 mg/ml 2 '-Deoxy-5-trif luoromethyluridin + 
Adriamycin 

7 1 Mg/al (E)-5-(2-bromovinyl-)-2'-deoxyuridine 
(BVDU) + Adriamycin 
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5'-substituiertes Nukleosid + Adriamycin-Behandlung 
fiihrt zu einer wesentlich schwacheren Amplif ikation 
des MDR-Gens als Adriamycin-Behandlung allein (Figur 
15) . Der Effekt der Behandlung ist in Wirklichkeit 
noch sehr viel groBer als es die Abschwachung der 
Bands ausdriickt. Am Ende der Behandlung bleiben nam- 
lich nur Zellen ubrig, die wenigsfcens eine gevisse 
Resistenz gegenQber der Adriamycin-Behandlung erwor- 
ben haben. Die infolge der BVDU-Behandlung nichtresi- 
stent gebliebenen Zellen sind ja bereits vorher abge- 
storben. Der eigentlich relevante und mit Hilfe der 
Northern-Technik nicht faBbare Effekt besteht deshalb 
im Absterben der nichtresistenten Zellen, welcher in 
den Inaktivierungskurven (Figur 13 und 14) gemessen 
vurde . 
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Paten t&nspriiche 

Verwendung von 5/-substituierten Nukleosiden in 
Kombination mit mindestens einem Zytostatikum 
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Verhin- 
derung bzw. Reduzierung der Resistehzenbildung 
bei der Zytostatikabehandlimg. 

Verwendung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , daB als Nukleosid 
(E) -5- (2 -Br omo vinyl-) -2 ' -deoxyuridin (BVDU) 
und/oder seine Metaboliten verwendet werden. 

Verwendung nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet , daB als Metabolit (E)-5- 
(2-Broinovinyl-)-uracyl (BVU) verwendet wird. 

Verwendung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB als Nukleosid (E)-5- 
{ 2 -br omo viny 1 ) - 1-B-D-ar abinof ur anosy lur ac i 1 
und/oder seine Metaboliten verwendet werden. 

Verwendung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB als Nukleosid {E)-5- 
(2-broinovinyl) -2 ' -deoxy-4 ' -thiouridin und/oder 
seine Metaboliten verwendet werden. 

Verwendung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB als Nukleosid 5-Jo- 
do-2'-deoxycytidin und/oder seine Metaboliten 
verwendet werden. 



PCTyDE96/00169 



16 

Verwendung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daS als Nukleosid 5-Jo- 
do-2'-deoxyuridin und/oder seine Metaboliten 
verwendet werden. 

Verwendung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB als Nukleosid 2''- 
. Deoxy-5-trif luoromethyluridin und/oder seine 
Metaboliten verwendet werden. 

Arzneimittel, enthaltend 5'-substituierte Nu- 
kleoside, nach nindestens einem der Anspriiche 1 
bis 8, in einer Menge, aus der eine Konzentra- 
tion von 0,02 ^g/ml bis 10 ^g/ml im Blut resul- 
tiert, xnindestens ein Zytostatikum und Ubliche 
Trager- und Hilfsstoffe. 

Arzneimittel nach Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleoside in 
einer Henge enthalten sind, aus der eine Konzen- 
tration von 0,05 /xg/nl bis 5 tig /ml im Blut re- 
sultiert. 

Arzneimittel nach Anspruch 9 oder 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Zytostatika aus- 
gewahlt sind aus Alkaloiden, Alkylantien, Anti- 
netaboliten, Antibiotika oder Cisplatin. 
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FIG. 7 
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FIG. 9 




-C >s 



c 
o 

.CO CNJ 



'6 ' ' "d) " "d) ^ d) ' o 

o O O O o 

o O O O o 

O O O O o 

CM 00 ^ O CO 

CM T- T- T- 



■QQ 
>> 

com 



c 
in 



CM 



-o 



O) 

c 



c 



o o 
o 
o 
o 

CM 



SEE 

ro> + + 
CCD c c 

I 1 I 

m m < 

I I t 




■ I ' » ' I ' 1 ' I ' I ' I ' 1 ' I ' I ' 

O O O o o 

O O O o o o 

g g g o o 

2 2 g o o 

00 ^ O <0 CM 



c o 

0) >» 

11 

1 

c 
o 



CO 



c 
tn 



CM 



O) 

c 



E 
in 



T- CM 

.i -i 

0) 0) 
Q- CL 
X X 

LU UJ 

I I 




CM 
CM 

O 
- CM 

CO 
CO 

CM 

o 

L 00 



I 

o 
o 
o 

CO 



CM 

c c 

E E 
a> 0) 

X X 
LU LU 

Ti 



— r- 

o 
o 
o 



o o o 

o o 5 

o o 5 

CM o S 



0) 

o 

c 
'o 

E 
.E2 

5 



CD C3) 
C 



CM 



CM 



O 
O 
O 
CO 




CO 



Q) 

CM O) 



3 
CO Q 
> 



CO 



-CM 



E 



r— ' — I ' I ■ I - — I — ' 1 ' — I — • 

222<=>cDooo 
ggoooooo 

OOtO'^CMOooS'T 



Anzahl von F4-6-wt Mauszellen 
ERSATZBLATT(REGEL26) 



wo 96/23506 



PCT/DE96/00169 



FIG: 10 



10/15 



C 

CD 



C 

CD 

0 

I 

Q 



I 

Ll_ 



CO 

o 

B 
c 

CO "Q 
0 0 

O-o 
o 

Q CO 

CO ^ 

O ' 



jE C 

a 0 
< o 

.S2 "D 



0 

jC 
O 
D 



0 



z E 



c 

CD 

CP 

I 

Q 



c . — . 

0 0) 

O o 

< ^ 



wo 96/23506 



PCr/DE96/00169 



FIG. 11 



11/15 



S 
tu 

(- 
+ 

UJ (0 
5 

+ 55 
c -S 2 

i#l 

K X CD 

•? ci 

'>.'>*">» 

c c c 

> > > 
o o o 

E E E 

0 o o 

^ ^ 

ja J3 

di- si i 

in to i/> 
tu u tu 

TTT 
■ << ► 

1 I I 




o 

8 



"T" 
o 



"T" 
o 
o 

CM 



"T" 
O 

to 



CO 



o 
o 



O 
O 



LU 



in 

CM 

o 
d 
+ 

1 



O 
O 
CM 



- O 



o 
o 



% nichtreziproke Rekombinanten x 10" 



ERSATZBLATT(REGEL26) 



wo 96/23506 PCT/DE96/00169 



12/15 



FIG. 12 
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FIG. 14 
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N«ch der Intanirionalat Patenlki«gifito&on (tPK) odg n*ch der nationalen KJmfikanon und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



R c Lli a uiuertcr MindsstprufstofT (Klasdfikstionaystan und KJASxfikaiioiusymbole ) 

IPK 6 A61K 



RedMRtuene Aber nidit zum Mindesipnifciofl' ceborende VerdfrenUichuncen, sawdt diese unio- die reefaerctuerten Cebeie iaUen 



Wihrend der imsr&ftDooalen Recherche honniliiene detocnische Dsxenbtnk (Name der Daienbank und evtl. vvwendeis SucfabechlTe) 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kjiegone' Bezeiduung der VcrofTcntlicfauQg. »wat erfordolieb unter Ansabc do* in Bciracht kammci^cn Teile 



Betr. Ampnidt Nr. 



INDIAN JOURNAL OF EXPERIMENTAL BIOLOGY. 
Bd. 22, Nr. 6, 1984. 
Seiten 333-334, XP000574699 
CHAKRABARTY, MISHRA: "LOSS OF PLASMID 
LINKED DRUG RESISTANCE AFTER TREATMENT 
WITH lODO-DEOXYURIDlME" 
siehe Seite 334 

TODAY'S LIFE SCIENCE. . 

Bd. 2, Nr. 9, 1990. 

Seiten 32-38 80," XP000575102 

S. LOCARNINI: "HEPATITIS B ANTIVIRAL 

THERAPY" 

siehe Seite 37, linke Spalte - Seite 38. 
mittlere Spalte; Tabelle 1 



1.7.11 



1.2,11 



3-5.7.8 



Weitere Vgoffenflichunfoi Bind der FoitKizung von Fcld C zu 



0 



Siehc Anhang Pitaitfainilic 



Bcsondere iCaiegonai von a ngegc benen VerdfTcotiicfaifflfai 
*A' VoDfieatiicfaUQ^ die dcs aDgemdzKn Stud der Tecfaoak defiiBcn, 
ahcr ncht sli beiutideii bedeutmn anniff hfn ixt 

'E' ilteics Dotaamu das iedodi M am oder naeh dan imeraaiiocialen 



'L* Vcronientlichuiig, die feeicnet tat dm Priontataansfvucfa zweifdhalt er- 
aehctiken zu Usai, odo' durd) die das Vcr&fTmdichunfsdaium eincr 
auduco un Rcchscbei^iencm (cnaiBiteii Vcrdffcothcbung betcgt wcrden 
aoU Oder die aus cnem aadcrai tK.iuudtjm Cnind aagegeben ist (wic 



T" Sphere VeTpf yettitti diung, die nach dan imem anooalcn Axunddedaxum 
Oder doB PnotitatBiiluni verdflcBdicht wonien ut iBid nut der 
Anmeldung mcht boUidiert. aondem but zumVctstandnis da der 
Exfiadung zugrundeiiegenden Prinzips odo- der ihr zupundebegendoi 
Tbeohe aagegebsn ist 

"X* Vcro0eiiUicfaung von betondem Bedeunmi; die beaaspnicfate Erlindung 
kasoaUciB aitfpimd ^eaer Vcro ffcnthcfaung mtt A ais neu Oder auT 
er findfnacher Tatiritct bcrvbcnd bettvehict wndoi 



O* VerofTentlicfauQg, die sich auf ewe mundliehe Oflienhanmg, 

cute ficnutzung. cine Aussteilung Oder andere Mafinahmen beziefal 
'F" VcroflaittiGfauns* ^ <^cm intcmationalen Aameldedatum, abc nach 
tfica Prion taftdaiiirn wdfTendicht worden ist 



ati||cot 

'Y* VerdfTentlichung von bcsondercr Bedetflune die beanspruchte Eriiodung 
kann nicht als auf citndenscha' Tfri^dt benihend betraehiet 
wcrdeni wcnn die V eroffenttichung mit ciner ods mehreren anderen 
Veroficnttichungen dienr Kaiecorie in Vertnnduiig geknchi wird und 
diese Vcrtuidung fir cinen Faomaim nahelicgead ist 
VerofTcntiichung, die Mttglied denelbcn Palcntfamilie ist 
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C(FofneBuac> ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kjiciaric* 


BoaduuBtg dtf Vcrofloiibdiiint aowat erforderiich unter Anggbe dcr in Beamcfac kommendca Tale 


Bctr, AnpracD Nr. 


X 


EP>A,0 488 718 (TAKEDA CHhMICAL INDUbiKlt^ 


1 11 




LTD) 3.Juni 1992 






siehe Seite 4; Anspruche 1»6,8»13,15; 






Beispiel 6 




X 


BE»A,54G 236 (SODERSI) lo.Marz 19o4 


1 1 1 




siehe Seite 4; Anspruche 1-3,6,7 






siehe Seite 10 




X 


EUROPcAN JOURNAL OF CANCER a CLINICAL 


17 11 
1,^> 11 




ONCOLOGY, 






- 20. Nr. 4, 1,984, . 






Seiten'471-476, XP(3O0575098 






WILDIERS, DE CLERCQ: "ORAL 






(E) -5- (2-BROMOVINYL) -2 -DEOXYURIDINE 






TREATMENT OF SEVERE HERPES ZOSTER IN 






CANCER PATIENTS* 




A 


siehe Seite 472, rechte Spalte; Tabelle 2 


X 


WW 

CANCER RESEARCH, 


17 11 




Bd. 54, Nr. 10, 1994, 






Seiten 2701-2706. XP000574738 






CHI, KUNUGI, KINSELLA: MODODEOXYURIDINE 






CHEMOSENSITIZATION OF 






CIS-DIAHMINEDICHLOROPLATINUM(II) IN HUMAN 






BLADDER CANCER CELLS" 






siehe Seite 2705, rechte Spalte 






Siehe Seite 2701-2 




n 


J CELL PHARMACOL- . 


1,7.11 




Bd. 1, Nr. 1, 1990, 






Seiten 2-7, XPG00575045 






WROBLEWSKI, HACKER: "THE POSSIBLE ROEL OF 






ALTERED NUCLEOTIDE METABOLISM IN CISPLATIN 






RESISTANCE" 






siehe Seite 6, linke Spalte 




A 


6B,A,1 473 148 (RESEARCH CORPORATION) 


1.11 




11. Mai 1977 






siehe Seite 1, rechte Spalte - Seite 2, 






linke Spalte: Anspruchl 

f 





I FCr/BA/JIC (FaftnBiu« m Biiu 2) Uu* Ift]) 



Seite 2 von 2 



i nationsies Aktenzeiehen 
INTERN ATIONALER RECHERCHENBERJCHT p^jy DE96/ 00169 



Feld 1 Bemerkungen zu den AnspruGhen, die sich ais nicht recherehierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt I auf Blatt 1} 



G«nifi Artikc! I7(2}a) wurde &us fotgenden Ortindsn fiir bestiminie Anspriiche kein RectKrchenbehchi erstellL 
I. rj Anspriteht Nr. 

^""^ weil Sie sich &uf Gegensciinde bcziehen, zu deren Recherche die Behdrde nichi vcrpHichiet isc, niUniich 



2. fxl AnspriteheNr. 1-11 

wtril tie sich auf Teile der miemtiionalen Ahmeldung foezieheni die den vorgeschriebensn Anfordeningen so wenig entsprechen, 
ds£ eine sinn voile mifirnauaruJi Recherche nicni durchgefOhri werden ksnn, Rsmltch 

In view of the largvs nuu^b^: compounds which ere dsfinad by the wording* 
of the claims, the search has been performed on the general idea snd 
compounds mentioned in the examples of the description. 

3. rj AmprUshc Nr. 

^""^ wcil es sich dabei urn atah&ngige Anspruche huidelt, die nichl enuprechend Sacz 2 und 3 der Regel 6.4 m) abgefaQc sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangdnder Einheillichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Die intemaiiooale Rccherchenbehdrde hat fesigenellc, dafi diese tniemauonale Anmeldung mehrere Erfindungen enthlUc: 



1. I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusitzlichen ReehercfaengebOhrRi rechtzdiig entricfaiet hai, entreekt nefa dieser 

intcrnaiionale Rc chei chen bcr iefa t auf alle rceherchierfaaren AnsprOche der uuemationalen AnmeMung. 

2. I I Da fDr life rechercfaierbaren Anspnkchc die Re cherch e ohne einen Arbeitxaufwand durcfagcfOhrt werden konnte, der cine 

zutiKzliGfae Recherchcngebflhr gereditfercigi hiUte, hat die tniemaiionafe R acharchcn behorde nichl zur Zahlung ciner solcfaen 
OtbOhr aufgcforderL 

3. Da der Anmelder nur eoiige der erforderlichen zusiolichen Rccherchengebtihren rechtzeitig enirichtet hat, erstreckt sich dieser 
mteraa&onale Recherchenbericht nur auf die Ansprficfae der mtemationalen Anmeldung, fiir die GebOhrcn entricfatec warden 
nnd, nimbch auf die Anspntefae Nr. 



I I Der Aunelder hat A erforderlichen zusttzltehen Recfaerefaengebahrcn mdhi rcchtzeicig enirichteL Der mtemuioaale Reeher- 
cfae p b cri cfat besehrinkt sich dafaer auf die in den AnsprQehen zuem crw&hnte EHmdung; diese isc in fbigenden AnsprOefaen cr- 
fafic . 



I I Die zusitzlichen GebOhmi wurden vom Anmelder unter Widerepruch gezahlt. 
j [ Die Zahlung zusitzJicher GebOhren erfolgtc ohne Widerspruch. 
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